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               論   文   の   要   旨 
 
 血管系は、発生過程で最初に形成される組織であり、全身の臓器形成や胎児の生存に必須である。特
に、血管の内側を裏打ちする血管内皮細胞は、全ての血管に存在し、新たな血管の形成に加え、物質の
運搬や組織のメンテナンスなど、重要な役割を果たしている。これまでの血管内皮細胞の制御に関する
研究は、内皮細胞に作用する増殖因子とその受容体や、受容体シグナルの標的である転写因子群につい
て行われてきた。これら機能タンパク質の制御については、近年、リン酸化、アセチル化、ユビキチン
化やメチル化などの化学修飾の重要性が示されてきている。著者は、タンパク質の翻訳後修飾の一つで
あるアルギニン残基のメチル化に着目し、本論文では、このメチル化を触媒するメチル基転移酵素
（PRMT1）について、内皮細胞特異的に PRMT1 を欠損するマウスを開発し、PRMT1 の血管形成や血
管網構築への関与を in vivo で検証している。 
 2000年に全身で PRMT1を欠損したマウスが着床後に致死となることが米国のグループによって報告
されて以来、PRMT1 を介するアルギニンメチル化の生体の役割は殆ど明らかにされてこなかった。審
査対象論文の第二章では、遺伝子改変マウスの作製、内皮 PRMT1遺伝子の欠損確認、そして血管構造
の詳細な解析結果が述べられている。著者は、内皮細胞特異的に Cre 組換え酵素を発現するマウスと、
PRMT1遺伝子の活性ドメインを loxP配列で挟み込んだ floxマウスとを交配することで、内皮細胞特異
的に PRMT1を欠損したマウス（PRMT1-ECKO）を樹立した。内皮細胞での PRMT1遺伝子の欠損確認
のため、著者は磁気ビーズを用いた内皮細胞の調製法を確立し、PRMT1-ECKOマウスが胎生 15日目ま
でに致死になることを明らかとした。そこで、胎仔の胸部大動脈について、免疫染色法を用いた組織切
片で血管構造を観察したところ、コントロールマウスと PRMT1-ECKOとで大きな違いは認められない
ことが判明した。 
 以上の結果を踏まえ、著者は、血管構造のような空間的な広がりをもつ観察対象に対しては、2 次元
的な解析に加えて、3次元的な構造解析が有効だと考え、組織透明化試薬と 2光子顕微鏡を用いた胎仔
血管の 3次元での構造評価システムを構築した。さらに本論文では、内皮細胞の可視化のため、Cre活
性のレポーターマウス R26GRRと PRMT1-ECKOマウスを交配し、Cre酵素を発現している血管内皮細
胞のみで赤色蛍光を発するマウスを新たに樹立するなどの工夫を凝らし、in vivoでの形態を保った微細
な血管構造の観察を可能としている。本実験系を用いて、PRMT1-ECKO マウス頭部の血管を観察した
結果、PRMT1-ECKO マウスではコントロールマウスと比較して血管の管腔径が拡大し、管腔も部分的
に途切れた異常な形態であることを明らかにした。 
 
審   査   の   要   旨 
 
タンパク質のアルギニンのメチル化について、これまで、ヒストンや転写因子、シグナル分子への影
響が細胞レベルで研究され、細胞増殖や細胞死など、様々な細胞機能に関わることが報告されている。
本論文では、アルギニンメチル化の中心的な酵素である PRMT1に焦点を当て、PRMT1がマウスの血管
内皮細胞で実際に発現することを初めて示すとともに、内皮細胞特異的な PRMT1の欠損戦略で、全身
欠損でみられた着床後の胎生致死を回避し、内皮 PRMT1が胎生中期の正常な血管網の構築や胎仔の生
存に必須であることを解明している。これらの知見は、循環制御の要である血管組織での PRMT1の重
要性を世界で初めて示した点で大きな意義があると考えられる。PRMT1 がどの様に内皮細胞の機能や
血管の形態制御に関わるのかについては、PRMT1 の標的タンパク質の同定も含め、今後の分子的な研
究の進展が期待される。 
 また、組織透明化技術と 2光子顕微鏡技術を用いた 3次元構造解析は、これまで脳の神経ネットワー
ク観察で活用されているが、血管の 3次元構造解析としての技術は確立されていなかった。本論文では、
透明化技術と 2光子顕微鏡技術の 2本の柱に加えて、遺伝子が欠損した細胞のみを可視化できる蛍光レ
ポーターマウスの活用を組み合わせることで in vivoでの血管形態の全貌を捉える技術の確立に成功し、
内皮 PRMT1欠損の影響について血管構造の俯瞰的な観察を可能とした。今後は、PRMT1-ECKOの各組
織での血管構造観察に加え、血管網の構造評価に最適化した立体構造の定量解析ソフトの開発や、より
深部まで、より鮮明に観察できるイメージングシステムの発展が期待される。 
 生理学や組織病理学、分子生物学などのマウスを用いた包括的な研究分野と、in vivo 3D イメージン
グ技術を融合した新たな研究のプラットホームの確立に挑戦し、未解明のアルギニンメチル化の生理的
な意義を、血管組織で新たに提示した点は高く評価できると考えられる。 
 平成 29年 1月 17日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終
試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査
委員全員によって合格と判定された。 
 よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有する者として認める。 
